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【目的と意義】 
 口腔癌の進展・再発例において、従来の治療法では十分な効果を得られないことが多い。そのため、作用機序の違
った新規治療法の導入が求められている。複製可能型ヘルペスウイルス１型（HSV-1）を用いた癌治療は、変異ウイ
ルスを腫瘍内に投与し、ウイルス自身の殺細胞効果によって腫瘍を破壊する治療法であり、新規治療として期待され
ている。この治療法では、神経毒性遺伝子γ1 34.5 を欠失させたものが多く用いられているが、病原性の低下に伴っ
て腫瘍融解作用も減弱することが新たな課題として指摘されており、ベクターの開発、他の治療法との併用が必要と
されている。現に、わが国では HSV-1 ベクターとして細胞融合能を有する弱毒化 HSV-1 の臨床応用が報告されてい
る。そこで、本研究ではγ1 34.5 遺伝子を欠失させた HSV-1 と細胞融合能を有する HSV-1 を用い、口腔癌に対する
HSV-1 腫瘍融解療法の効果を増強させる可能性につき検討した。 
【材料と方法】 
 細胞として、ヒト口腔扁平上皮癌細胞由来の SAS 細胞とサル腎由来 Vero 細胞を用いた。ウイルスとしては、HSV-1
の野生株である F と神経毒性遺伝子γ1 34.5 部に Lac Z を挿入した R849、細胞融合能を持つ HF、リボヌクレオチド
還元酵素遺伝子を欠失する hrR3 を用いた。ウイルスの感染力価はプラック形成法にて測定した。細胞傷害性につい
ては、3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazoliumbromide（MTT）法および遊離 lactate dehydrogenase 
（LDH）測定法を用いた。Lac Z 遺伝子発現は 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside（X-gal）染色に
て検出した。SAS 細胞を接種し、形成したヌードマウス腫瘍内に HSV-1 を投与し経時的に腫瘍体積を測定した。ヌ
ードマウスの腫瘍および臓器より RNA を抽出し、Reverse transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）に
て HSV-1 特異的 mRNA を検出した。腫瘍は固定後、ヘマトキシリン－エオジン染色、X-gal 染色を行った。また、
ウイルスの遺伝子解析には、PCR 法、制限酵素による切断、サザンブロット法を用いた。 
【結果】 
１) R849 と HF の DNA 制限酵素切断パターンにおいて両ウイルス間で差がみられ、PCR とサザンブロット法で
R849 にのみ Lac Z 遺伝子が検出された。SAS 細胞に R849 を multiplicity of infection (MOI)＝0.01 で感染させ
ると感染細胞は円形化し、X-gal 染色陽性となった。HF 感染細胞では、細胞融合による多核巨細胞が出現した。 
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２) SAS 細胞に R849 あるいは HF を MOI＝0.01 で感染するとウイルス産生量は経時的に増加したが、HF は R849
と比較して低値であった。R849 感染 24 時間後に R849 あるいは HF を MOI＝0.01 で感染させた場合、その後
のウイルス産生量は R849 あるいは HF 単独よりも高値を示した。 
３) MTT 法で細胞生存率を測定した結果、単独の感染と比較して R849 重複感染、R849 と HF 重複感染細胞におい
て、細胞生存率は低下した。遊離 LDH 量を指標に測定した場合、R849 と HF の重複感染細胞で細胞生存率の
低下が顕著となった。 
４) ヌードマウス腫瘍に対して R849 を投与した３日後に HF を重複投与し、さらに３日経過した腫瘍では、細胞変
性部で細胞融合および多核巨細胞が観察された。 
５) ヌードマウス腫瘍に対して、R849 単独投与、HF 単独投与、R849 の重複投与、R849 と HF を重複投与する実
験系を設定した。R849 単独では投与早期より腫瘍抑制効果が発現した。HF 投与では抑制効果が遅れて出現し
持続した。R849 と HF を投与した群では、抑制効果がより顕著で腫瘍消失もみられた。 
【考察と結論】 
 ヒト口腔扁平上皮癌細胞において、HF は R849 の産生を増加させること、細胞変性効果を増強することが明らか
となった。ヌードマウス腫瘍に R849 投与後に HF を重複投与すると腫瘍破壊は顕著で細胞融合もみられ、HF は腫
瘍組織においてもウイルス感染を拡大させると考えられた。以上より、神経毒性遺伝子γ1 34.5 を欠失した変異 HSV-1
による口腔癌治療において、細胞融合性を有する弱毒化 HSV-1 の併用は腫瘍融解効果を増強する上で有用と考えら
れた。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本研究は、ヒト口腔扁平上皮癌細胞に対する oncolytic virotherapy において、抗腫瘍効果を増強することを目標と
して、神経毒性遺伝子を欠失させた変異型単純ヘルペスウイルス１型（HSV-1）と細胞融合能を有する HSV-1 を重複
感染させる治療法の有効性について検討したものである。 
 その結果、細胞融合能を有する HSV-1 の重複感染は、細胞融合とウイルス産生量の増加によって腫瘍細胞の破壊
を促進することが明らかとなった。 
 以上の結果は、HSV-1 による新規の口腔癌治療法を開発する上で有用な情報を提供するものであり、博士（歯学）
を授与するに値するものと認める。 
